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摘要
目前，手性药物的市值越来越高从而使得其中间体的生产越来越受到关注。
在有机合成中，具有光学活性的氨基酸被广泛的用作辅基、手性原料和诱导不对
称反应的诱导剂，具有光学活性的氨基酸也是构成蛋白质、多肽和其他许多重要
的天然产物如农药化学品和医药分子的功能模块。L-叔亮氨酸（L-Tle）作为一
种非常重要的氨基酸，被广泛的用作不对称合成中活性化合物的基本模块。同时，
L-Tle也是制备抗艾滋病药物或抗肿瘤药物的重要中间体。因此，农业和制药行
业对于高效合成农业用化学品和基础中间体如手性药物中间体的需求较大。
本论文主要围绕筛选和挖掘海洋来源的氧化还原酶制备新型的生物催化剂、
构建 LeuDH与 FDH的偶联系统，利用合成生物学技术调控与协调生物法制备
L-Tle相关的关键酶、改善和提高关键酶的活性和催化性能、优化催化体系等方
面进行了一些探究，旨在从本质和方法上改善和优化该系统，以期进一步提高
L-Tle酶法制备的效率。论文的主要工作包括以下四个部分：
第一，通过 PCR 扩增获得了一种独特的来源于海洋菌株 Alcanivorax
dieselolei的 LeuDH基因，其编码的氨基酸序列与已报道的序列的相似性较低，
其中相似性最高的是来源于 Thermoactinomyces intermedius的 LeuDH，相似性为
42.6 %。酶学性质的分析结果表明，该酶的最适温度和 pH分别是 30℃和 6.5，
同时其表现出嗜冷的活性，在 0-37℃的条件下，它的活性能保持 90 %以上。该
LeuDH 在弱碱的环境中（pH 6.0-8.5）的稳定性比来源于 Thermoactinomyces
intermedius的稳定性高。在最适底物浓度条件下，该 LeuDH催化底物三甲基丙
酮酸转化为 L-Tle的手性选择性 e.e.值大于 99 %。
第二，通过串联 LeuDH与 FDH基因表达、利用基于合成生物学调控元件中
的不同强度的 RBS调控基因的表达水平，并检测系统制备目标产物的能力，构
建和评估了可以协调多酶协同表达的系统并将其应用到手性药物中间体L-Tle的
合成中。研究结果表明该可协调多酶协同表达的系统具有较高的手性选择性
(e.e. >99%)、低成本、高稳定性、接近 100 %转化率的优势。本实验提供了一种
研究功能基因代谢机理和构建全细胞催化系统制备手性羟基酸或手性氨基酸的
方法。
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第三，通过将不同来源的甲酸脱氢酶进行三维结构对比等方法，预测和识别
了来源于 Candida boidinii的甲酸脱氢酶 (CboFDH) 的活性位点、底物和辅酶结
合位点，67P、98P、99F、93V、94G、119N、123V、256D、257A、260A、283V、
287Q、311H、313S、314G 和 321T。为了提高 CboFDH的酶学性质，位于活性
中心、底物和辅酶结合位点附近的氨基酸残基被选择进行突变。实验结果表明，
V120S对底物甲酸铵的催化效率(kcat/Km)最高，其催化速率(kcat)和催化效率分别
是野生型的 3.48和 1.60倍。叠加突变子(V120S-N187D)对辅酶的催化效率最高，
为野生型的 1.50倍。同时，单点突变子和叠加突变子表现出比野生型较高的稳
定性。最后，通过三维结构建模和位点分析解析了单点突变子和叠加突变子性质
改变的结构和功能的关系。
第四，本实验构建了一种酶法制备 L-Tle条件优化的方法，通过使用均匀设
计和回归分析建立了目标产物L-Tle的产量与其发酵条件之间的关系的数学关系
式。之后对所获得数学方程进行验证和指导 L-Tle的合成，体系制备 L-Tle的时
空产率和手性选择性（e.e.值）分别是 505.92 g L-1d-1和 99 %。
关键词：甲酸脱氢酶；亮氨酸脱氢酶；辅酶再生体系；基因调控；合成生物学；
过程优化；海洋菌；L-叔亮氨酸；手性药物中间体
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Abstract
Currently, the market capitalisation of chiral drugs increases rapidly, so the
production of intermediates attracts great attention. Amino acids which have optical
properties are used widely as prosthetic group, chiral materials and the inducer of
asymmetry reactions. Besides, the optical amino acids are functional components of
protein, peptide and other products, such as pesticide and medicine. L-tert-leucine
(L-Tle), one of the crucial amino acids in this field, is extensively used as the basic
module for pharmaceutically active compounds and as form boards in asymmetric
synthesis. And L-Tle is the important intermediate of drugs aming to HIV or tumor
fighting agents. Therefore, there exists a great market demand of chemicals and basic
intermediate in agricultural and medical industry.
This thesis mainly focuses on screening and exploring oxidordeuctase from
marine source to make novel biological catalysts, constructing the cofactor
regeneration system by coupling leucine dehydrogenase (LeuDH) and formate
dehydrogenase (FDH), the use of synthetic biology technology to regulate and
coordinate the related key enzymes of the biological preparation of L-Tle, improve
and enhance the activity and catalytic performance of key enzymes, optimize the
system and so on. This study aims to improve and optimize the multi-enzyme
biosystem, which would enhanced the production efficiency of L-Tle by enzymatic
method. The details of this thesis are summarized as follows:
Firstly, a leudh, from the marine bacterium Alcanivorax dieselolei, was obtained
through PCR and encoded a novel LeuDH which showed very low similarity to
known proteins and displayed the highest similarity to the LeuDH (42.6 %) from
Thermoactinomyces intermedius. The LeuDH showed optimal activity at 30℃ and pH
6.5, and was identified to be extremely cold-adaptative retaining over 90% activity in
the range temperature 0℃-37℃. The enzyme showed better stability in more weakly
alkali environment (pH 6.0-8.5) than Thermoactinomyces intermedius’s LeuDH. The
optimal substrate concentration was established and the e.e. value of the LeuDH
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